Important Findings
Serologic testing of wild birds for avian influenza virus (AIV) surveillance poses problems due to species differences and nonspecific inhibitors that may be present in sera of wild birds. Recently available competitive enzyme-linked immunosorbent assay (cELISA) kits offer a new species-independent approach. This study compared two commercial competitive cELISAs, using a total of 184 serum and plasma samples from 23 species of wild birds belonging to 10 orders. In this case, ELISA 1 performed better on duck samples, whereas ELISA 2 did so in other bird species. ELISA 2 requires only a very small sample volume (10 ml) while ELISA 1 requires the use of 50 ml, which is frequently more than can be obtained from small species such as songbirds.
Significance of Findings
The cELISA system appears to be useful for the general screening of wild birds for AIV antibodies if it is kept in mind that results may vary with the species/family of bird tested and that specific validation as recommended by OIE may be necessary. Also, it could be interesting to amplify results by testing the cELISA-positive samples against specific HA and NA subtypes with the use of HI tests.
Additional Information
The continuing avian influenza epidemic due to subtype H5N1 has resulted in commitment of resources toward improving avian influenza virus (AIV) detection tools, especially in wild birds, as they are considered the natural reservoir of all hemagglutinin and neuraminidase subtypes of influenza A viruses.
Recently, cELISA systems have been implemented to detect antibodies against AI NP in different avian species. This refined species-independent approach has been used for wildlife surveillance, and is now commercially available.
Generally, validation of these tests is carried out with influenzaantibody-positive samples obtained during experimental infections. However, this means that only a reduced number of species is included in validation studies and in effect, the OIE standards recommend these tests to be validated for each species tested. This has the inconvenience that in most cases only a limited number and amount of samples are available.
Recently, the first validation of a commercial blocked ELISA (bELISA; IDEXX) has been reported. Results obtained from the bELISA as compared to agar gel immunodiffusion (AGID) revealed the usefulness of the kit as a preliminary screening tool and as a complement to agent identification methods. However, this kit was not evaluated with field samples, in which antibody response is expected to be lower than in experimental infections.
The aim of this study is to compare results from two commercial cELISAs, first with sera from experimentally infected red-legged partridges, then with plasma samples from a group of sentinel ducks confirmed infected by low pathogenicity avian influenza (LPAI) with the use of real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), and finally with samples from different species of wild birds, with the aim of assessing the usefulness of this kind of assay in wild bird disease surveillance.
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Hallazgos Importantes
El análisis seroló gico de aves silvestres para la vigilancia del virus de influenza aviar (AIV, por sus siglas en inglés) tiene problemas debido a las diferencias de las especies y a los inhibidores no-específicos que pueden estar presente en los sueros de las aves silvestres. Los estuches de ensayo por inmunoabsorció n ligado a enzimas competitivo (cELISA, por sus siglas en inglés) recientemente disponibles, ofrecen una nueva aproximació n especie-independiente. Este estudio compara dos cELISAs comerciales, utilizando un total de 184 muestras de sueros y plasmas de 23 especies de aves silvestres pertenecientes a 10 ó rdenes. En este caso, La ELISA 1 se desempeñó mejor en las muestras de pato, mientras que la ELISA 2 hizo lo mismo en otras especies de aves. La ELISA 2 requiere de solo un pequeñ o volumen de muestra (10 ml) mientra que el ELISA 1 requiere el uso de 50 ml, que frecuentemente es más de lo que se puede obtener de las especies pequeñ as como en el caso de los pájaros cantores.
Significancia de los Hallazgos
El sistema cELISA parece se ú til para un monitoreo general de las aves silvestres para anticuerpos contra AIV si se mantiene en mente que los resultados pueden variar dentro de las especies/familia de pájaro analizado y que puede ser necesaria la validació n específica como lo recomieanda la OIE (por sus siglas en francés). También, puede ser interesante ampliar los resultados realizando pruebas de HI contra los subtipos específico de HA y NA a las muestras cELISApositivas.
Información Adicional
La epidemia de influenza aviar continua debido al subtipo H5N1 ha dado como resultado un compromiso de recursos hacia la mejora de las herramientas de detecció n del virus de influenza aviar (AIV, por sus siglas en inglés), especialmente en aves silvestres, ya que son consideradas reservorios naturales de todos los subtipos de hemaglutininas y neuraminidasas del los virus de influenza A.
Recientemente, el sistema cELISA se ha implementado para detectar anticuerpos contra NP de AI en diferentes especies de aves. Este enfoque refinado especie-independiente ha sido utilizado para la vigilancia de la vida silvestre, y ahora está disponible comercialmente.
Generalmente, la validació n de estas pruebas se lleva a cabo con muestras positivas a anticuerpos de influenza obtenidas durante infecciones experimentales. Sin embargo, esto quiere decir que solo un reducido nú mero de especies son incluidas en los estudios de validació n, y en efecto, los estándares de la OIE recomiendan estas pruebas sean validadas para cada especie analizada. Esto tiene el inconveniente que en la mayoría de los casos solo se tienen disponible un nú mero y cantidad de muestras limitadas.
Recientemente, se ha reportado la primera validació n de una ELISA bloqueada comercial (bELISA, por sus siglas en inglés, IDEXX). Los resultados obtenidos de la bELISA en comparación a la inmunodifusió n en agar gel (AGID, por sus siglas en inglés) revelaron la utilidad de este estuche como una herramienta de monitoreo preliminar y como un complemento a los métodos de identificació n de agentes. Sin embargo, este estuche no fue evaluado con muestras de campo, en la que la respuesta inmune se espera sea más baja que en una infecció n experimental.
El objetivo de este trabajo es comparar los resultados de los cELISAs comerciales, primero con sueros de perdices de patas rojas experimentalmente infectadas, y después con muestras de plasma de un grupo patos centinelas confirmados como infectados por un virus de influenza aviar de baja patogenicidad (LPAI, por sus siglas en inglés) con el uso de una reacció n de la cadena de polimerasa en transcripció n reversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés), y finalmente con muestras de diferentes especies de aces silvestres, con el objetivo de establecer la utilidad de este tipo de ensayos en la vigilancia de enfermedades en aves silvestres.
